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Isolation of Salmonella Anatum showing atypical biochemical properties

Summary

Standard Salmonella isolation procedure is focused on the detection of strains showing properties typical
for Salmonella enterica subsp. enterica. The paper describes a case of the isolation of sucrose-fermenting
Salmonella Anatum strain. Atypical biochemical properties might influence the sensitivity of method used in
Salmonella diagnostics. The performed comparison study revealed the unique property of Salmonella Anatum
strains. Compared to other Salmonella strains those strains degradated a higher number of carbohydrates
and alcohols. But in contrast to other serovars they were not lysed by Salmonella specific bacteriophage O-1.
A relatively low antimicrobial resistance provides the possibility for effective treatment of Salmonella Anatum
infections in humans. Recently Salmonella Anatum strains have been isolated along the food chain and from
humans in several European countries. Therefore the authors draw attention to the possible public health

implications of Salmonella Anatum occurrences.
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Zakazenia Salmonella spp. stanowig istotny czyn-
nik zagrozenia dla zdrowia ludzi i zwierzat. Znorma-
lizowana metoda stosowana w laboratoriach akredy-
towanych (2, 3) daje mozliwo$¢ wykrywania pateczek
z rodzaju Salmonella enterica podgatunku enterica
o typowych witasciwosciach hodowlanych 1 bioche-
micznych. Stwarza to ryzyko uzyskania wyniku fal-
szywie ujemnego — nie wykrycia Salmonella —w przy-
padku badania probki zakazonej
szczepem reprezentujacym inny i
podgatunek Salmonella lub posiada- /
jacym nietypowe wlasciwosci bio-
chemiczne. Celem artykutu jestopis =/
przypadku izolacji nietypowego
szczepu Salmonella enterica pod-
gatunek enterica serowar Anatum
(S. Anatum), zdolnego do fermen-
tacji sacharozy oraz poroOwnanie
Z Innymi szczepami tego serowaru.

Opis przypadku
Szczep wyosobniono z probki katu
pobranej w ramach krajowego progra-
mu zwalczania Salmonella ze stada kur
niosek towarowych w wieku 45 tygod-

wzrost typowy dla Salmonella spp.

ni (9). Badanie wykonano w Zaktadzie Higieny Weteryna-
ryjnej w Opolu, poshugujac si¢ akredytowana metoda, zgod-
na z obowiazujaca norma mi¢dzynarodowa (2, 3). Po 24 h
inkubacji hodowli na pozywce MSRV uzyskano charak-
terystyczny dla Salmonella wzrost w postaci biatoszarej,
metnej strefy, z biata otoczka z wyraznie widoczna krawe-
dzia (ryc. 1). Na statych pozywkach selektywno-réznicuja-
cych (XLD i BGA) uzyskano wzrost jednorodnej hodowli

brak wzrostu typowego dla Salmonella spp.

Ryec. 1. Charakter wzrostu na pozywce MSRV
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bakteryjnej o morfologii nietypowej dla
Salmonella (ryc. 2). Wyniki badan bioche-
micznych réwniez nie byly charakterys-
tyczne dla Salmonella (zakwaszenie sko-
su i brak produkc;ji siarkowodoru na aga-
rze TSI). W zwiazku z charakterem wzro-
stu na MSRYV za celowe uznano dodatko-
wy posiew na Salmonella Chromogenic
Medium II (Oxoid) oraz test ID32E (bio-
Merieux). Wyglad kolonii uzyskanych na
pozywce chromogennej byt typowy dla
podgatunku enterica, a wtasciwosci bio-
chemiczne okreslone w tescie ID32E pozwo-
lity zakwalifikowac szczep do rodzaju Sal/-
monella. Szczep, po wstgpnym okresleniu
przynaleznosci do serowaru S. Anatum,
zostal przestany do Krajowego Laborato-
rium Referencyjnego — Salmonella w celu
wykonania badan potwierdzajacych.

Materiat i metody

W laboratorium referencyjnym szczep
Salmonella zarejestrowano pod numerem
#101/2008 i poddano ponownie badaniom
hodowlanym na pozywkach selektywno-
-roznicujacych oraz identyfikacji cech bio-
chemicznych przy uzyciu testow konwen-
cjonalnych (2, 20, 22) i komercyjnych
(ID32E, APISOCH, bioMerieux). Identy-
fikacje serologiczna szczepu zgodnie ze
schematem White-Kauffmann-Le Minor
(17) wykonano metoda aglutynacji szkiet-
kowej z surowicami diagnostycznymi
(Immunolab, Gdynia; SSI, Dania; Mast,
UK). Przeprowadzono tez badania porow-
nawcze szczepu #101/2008 z 15 dzikimi
szczepami S. Anatum z kolekcji Zaktadu
Mikrobiologii PIWet-PIB, ktore wyizo-
lowano w latach 2004-2008 od kur nio-
sek (n = 8), brojleréw (n = 3), indykow
(n=1) oraz z zywnosci (n = 1), mieszan-
ki paszowej (n = 1) i osadu $Sciekowego
(n=1).

Oceng wrazliwos$ci szczepodw Salmo-
nella na lityczne dziatanie bakteriofaga
O-1 przeprowadzono postepujac zgodnie
z metoda opisang wczesniej (22).

Do oznaczenia opornos$ci szczepdw na
antybiotyki zastosowano metod¢ naj-
mniejszego st¢zenia hamujacego (Sensi-
titre®, Trek D. S.). Wyniki interpretowa-
no zgodnie z kryteriami epidemiologicz-
nymi zalecanymi przez Europejski Urzad
Bezpieczenstwa Zywnosci (15, 17).

Wyniki i omowienie
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Ryec. 2. Morfologia kolonii na pozywkach réznicujacych
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pozywka TSI

Rye. 3. Wzrost na pozywce Kliglera i TSI (od lewej: E. coli ATCC 25922,
S. Typhimurium ATCC 14028, S. Anatum #101/2008)

pozywka Kliglera

W badaniu bakteriologicznym stwierdzono nietypo-
wy dla Salmonella enterica podgatunek enterica wy-
glad kolonii szczepu S. Anatum #101/2008 na statych
selektywnych pozywkach XLD, BGA, BxLH i typo-

wa morfologi¢ kolonii na Salmonella Chromogenic
Medium II (ryc. 2). Odnotowano fakt zakwaszania
przez ten szczep agaru TSI, co wskazywato na fermen-
tacje laktozy i/lub sacharozy (ryc. 3). Posiew szczepu



626

na zmodyfikowany agar Kliglera, jeden z elementéw
metody ,,4 probowek” uzywanej rutynowo w potwier-
dzajacych badaniach biochemicznych w Krajowym
Laboratorium Referencyjnym — Salmonella wykazat,
ze szczep S. Anatum #101/2008 nie posiadat zdolnos-
ci do rozktadu laktozy, o czym $wiadczylo zotte za-
barwienie stupka i czerwone skosu (ryc. 3) (20). Nie-
typowy wyglad agaru TSI zwiazany byl zatem z fer-
mentacja sacharozy. Wynik testu ID32E potwierdzit
przynaleznos¢ szczepu do gatunku enterica podgatu-
nek enterica, pomimo zdolnosci izolatu do fermenta-
cji sacharozy. Kolejna nietypowa cecha biochemiczna
stwierdzong w tescie ID32E byt brak zdolnosci do fer-
mentacji inozytolu.

Identyfikacjg serologiczna szczepu #101/2008 Sal-
monella potwierdzono zard6wno w krajowym, jak
1 wspolnotowym laboratorium referencyjnym (CRL-
-Salmonella, RIVM, Bilthoven, Holandia).

Wszystkie badane szczepy fermentowaty: d-frukto-
zg, d-glukoze, d-mannozg, galaktoze, l-arabinozg,
I-fukozg, maltozg, melibiozg, ramnozg, ryboze, treha-
loze, dulcytol, glicerol, mannitol, sorbitol, glukonian
1 N-acetyloglukozaming. Najczg$ciej notowany profil
biochemiczny (n = 14) oprécz wymienionych substra-
tow obejmowal réwniez rozktad 5-ketoglukonianu
potasu. Jeden szczep uzyskany ze stada kur niosek
w 2005 r. byt dodatkowo zdolny do fermentacji d-ksy-
lozy. Szczep #101/2008 oprocz typowego dla wigk-
szo$ci badanych izolatow profilu biochemicznego ce-
chowat si¢ rowniez zdolnoscia do rozktadu: d-arabi-
nozy, sacharozy i1 d-rafinozy. Izolat ten, w odrdznieniu
od pozostatych badanych szczepoéw, nie fermentowat
jednak 5-ketoglukonianu potasu.

Zaden z badanych szczepdw nie wykazywat wrazli-
wosci na lityczne dziatanie bakteriofaga O-1. W przy-
padku siedmiu szczepow stwierdzano staba reakcje
w formie policzalnej liczby tysinek, ktorej jednak zgod-
nie z przyjetymi kryteriami nie uznano za wynik do-
datni (22).

Wigkszos$¢ badanych szczepow, w tym #101/2008,
byta wrazliwa na zastosowane: betalaktamy, cefalo-
sporyny, fenikole, chinolony, aminoglikozydy, tetra-
cykliny, sulfametoksazol i trimetoprim. Pig¢ szczepow
wykazalo oporno$¢ na sulfametoksazol. Jeden szczep
wyizolowany od brojlerow w 2008 r. byl oporny na
chinolony (kwas nalidyksowy i ciprofloksacyng), a inny
izolat z 2007 r. cechowal si¢ opornoscia na 5 klas sub-
stancji antybakteryjnych (ampicylina, streptomycyna,
tetracyklina, sulfametoksazol i trimetoprim).

Zasada dziatania stalych pozywek réznicujacych sto-
sowanych najcze¢sciej do izolacji Salmonella enterica
podgatunek enterica opiera si¢ na zdolnosci tych bak-
terii do fermentacji glukozy i braku rozktadu laktozy
1/lub sacharozy. Opisany przypadek izolacji szczepu
S. Anatum o nietypowych wilasciwosciach wskazuje
na trudnosci, jakie mozna napotka¢ w diagnostyce la-
boratoryjnej Salmonella, co moze obnizy¢ czuto$¢ sto-
sowanych metod. Z pis$miennictwa wynika, ze niety-
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powe szczepy Salmonella fermentujace laktoze czy
sacharozg sa spotykane od lat, a zjawisko to dotyczy
réznych serowarow. Notowano fermentujace sacha-
roz¢ szczepy: S. Heidelberg (12), S. Enteritidis (33),
S. Poona (14), S. Tennessee (23), S. Mbandaka (28),
S. Typhimurium i S. Senftenberg (34). Cecha ta byta
zwykle kodowana na pozachromosomalnych struktu-
rach DNA (11, 23, 25, 34). Szczepy Salmonella ente-
rica podgatunek enterica fermentujace laktozg sa spo-
tykane czesciej niz te zdolne do rozktadu sacharozy.
Laktozododatnie szczepy byly opisywane réwniez
w Polsce (16, 29). W obu sytuacjach autorzy zwracali
uwage na nietypowy dla wigkszosci S. enterica pod-
gatunek enterica charakter wzrostu i mozliwos$¢ uzys-
kania wynikow falszywie ujemnych (13, 24, 26, 29).
Reid i wsp. (28) obserwowali spadek czuto$ci metody
siqgajqcy 36% w przypadku obecnosci w probce szcze-
pow fermentujacych sacharozg. Skala tego zjawiska
nie jest rozpoznana, gdyz w wigkszo$ci laboratoriow
nietypowe szczepy Salmonella moga by¢ eliminowa-
ne juz na etapie namnazania selektywnego lub r6zni-
cowania izolatow. Powodem tej sytuacji jest fakt, ze
stosowana obecnie diagnostyka Sal/monella (2, 3) nie
daje mozliwos$ci wykrycia szczepow o nietypowych
wlasciwos$ciach biochemicznych. Zmiany dokonywa-
ne w kolejnych wydaniach normy ISO 6579 dotyczyty
zastapienia obligatoryjnej pozywki BGA pozywka
XLD. W rezultacie wigkszo$¢ weterynaryjnych labo-
ratoriow zwykle stosuje obie te pozywki, chociaz ich
system rdznicujacy opiera si¢ na zdolno$ci bakterii do
fermentacji cukréw (26). Zardwno opisywany przy-
padek, jak i badania Kolmos i Schmidt (24) dowodza,
ze zastosowanie TSI do identyfikacji biochemicznej
szczepu fermentujacego sacharoze dodatkowo sprzy-
ja uzyskiwaniu fatszywie ujemnych wynikow, gdyz
szczepy o nietypowych wlasciwosciach biochemicz-
nych nie sa zaliczane do Salmonella enterica podga-
tunku enterica. W tym konteks$cie stosowanie w diag-
nostyce Salmonella pozywki Kliglera oprécz agaru
trojcukrowego TSI (2) moze przyczynié si¢ do pod-
niesienia czuto$ci metody. W przypadku badania pro-
bek pochodzacych od zwierzat ryzyko otrzymania
wyniku fatszywie ujemnego jest mniejsze ze wzgledu
na stosowanie pozywki MSRV. Przedstawiony naryc. 1
charakter wzrostu typowy dla ruchliwych Salmonella
(30) moze bowiem sugerowac potrzeb¢ wykonania do-
datkowych badan potwierdzajacych szczepu bakteryj-
nego, tak jak przedstawiono to w opisywanym przy-
padku.

W kontekscie opisanego przypadku izolacji niety-
powego szczepu S. Anatum warto zwrdci¢ uwage na
niedoskonatosci metody izolacji Salmonella zawartej
w PN-EN ISO 6579:2003 1 dazy¢ do poprawy czutos-
ci stosowanej w laboratorium metody izolacji Salmo-
nella, na przyktad poprzez zastosowanie statej pozywki
selektywnej, ktorej system roznicowania nie bazuje na
rozktadzie cukréw oraz stosowaniu agaru Kliglera
obok TSI.
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W kolekcji Zaktadu Mikrobiologii PIWet-PIB znaj-
duje si¢ kilkadziesiat szczepow S. Anatum wyizolo-
wanych z urzedowych badan zwierzat (4, 6-8), zyw-
nosci, pasz i srodowiska. W trakcie prowadzonych
w latach 2005-2006 badan stad brojlerow serowar ten
stwierdzano w 7 krajach Wspolnoty Europejskie;. Byl
to jeden z 6 wystqpujqcych u brojlerow serowarow,
ktoére naleza do 10 najczgsciej stwierdzanych u ludzi
(4). Od niosek S. Anatum izolowano w Polsce i Fin-
landii (6), a od indykéw — w 4 krajach, w tym w Pol-
sce (8). W 10 krajach stwierdzono ten serowar w prob-
kach pochodzacych od tucznikow (7).

Szczepy Salmonella nalezace do serowaru Anatum
odgrywaja pewna rolg w epidemiologii zakazen czto-
wieka (10). Wedlug danych Panstwowego Zaktadu
Higieny, serowar S. Anatum wystgpowal czgsto na po-
czatku lat siedemdziesiatych XX wieku, a potem jego
znaczenie epidemiologiczne zmalato. Aktualnie zno-
wu jest jednym z 15 serowarow najczgsciej wywotu-
jacych zakazenia ludzi w Polce, a czgsto$¢ jego wy-
stgpowania wzrosta z 0,14% w 2006 r. do 0,16%
w 2007 1. (1).

Wigkszo$¢ badanych szczepdw S. Anatum stanowita
homogenna biochemicznie grupg. Obserwacja ta jest
zgodna z wynikami Poppe i wsp. (27), ktorzy ponad
80% szczepdw S. Anatum zaliczyli do swoistego dla
tego serowaru profilu biochemicznego charakteryzu-
jacego si¢ zdolnoscia do fermentacji 6 cukrow 1 alko-
holi. Taki profil biochemiczny byt 1dentyczny z odno-
towanym w gruple opisanych szczepow S. Anatum oraz
badanych wczesniej (31). Typowe szczepy S. Anatum
rozktadaty, tak jak wigkszo$¢ Salmonella spp. (31),
galaktoze, d-glukozeg, d-fruktozg, d-mannozg, ram-
nozg, mannitol, sorbitol, N-acetyloglukozaming, mal-
tozeg, l-fukoza, glukonian potasu i 5-ketoglukonian
potasu. Ponadto byly one zdolne do fermentracji
l-arabinozy, melibiozy, trehalozy, glicerolu i dulcyto-
lu, ale nie rozktadaty d-ksylozy. Natomiast nietypowy
szczep S. Anatum #101/2008 fermentowat dodatko-
wo sacharoze¢ i d-rafinoze, ale nie rozktadat 5-keto-
glukonianu potasu. Byl on tez jednym z dwoch szcze-
pow fermentujacych d-arabinozg (31).

We wczesniej wykonanych badaniach stwierdzono,
ze 98,1% badanych szczepow Salmonella enterica
podgatunek enterica byto wrazliwych na lityczne dzia-
tanie bakteriofaga O-1 (22). Najnizszy odsetek szcze-
pow wrazliwych (90,0%) odnotowano w przypadku
grupy serologicznej O:3,10, do ktorej nalezy S. Ana-
tum. Uzyskane obecnie Wynlkl sa wigc zgodne z weze-
$niejszymi rezultatami oraz doniesieniami innych au-
toréw (18, 19) i wskazuja na ograniczone znaczenie
stosowania bakteriofaga O-1 w diagnostyce nie tylko
nietypowych S. Anatum, ale rOwniez szczepow posia-
dajacych ,.klasyczny” profil biochemiczny.

Opornos¢ na antybiotyki moze by¢ zwiazana zarow-
no z serowarem Salmonella, jak 1 Zzroédtem izolacji
szczepow (10,21, 32). Podobnie jak w innych krajach
Wspdlnoty (5), izolowane w Polsce szczepy S. Ana-
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tum byty wrazliwe na wigkszo$¢ uzytych antybioty-
kéw. Natomiast w przypadku szczepdéw S. Anatum
izolowanych w Kanadzie czgsto obserwowano wyste-
powanie zjawiska opornosci, ktore dotyczyto najczes-
ciej sulfonamidow (27). Wrazliwo$¢ badanego izola-
tu#101/2008, jak i1 pozostalych szczepdéw S. Anatum,
na zastosowane antybiotyki pozwala przypuszczac, ze
nawet w przypadku rosnacego znaczenia tego serowaru
w epidemiologii zakazen cztowieka pateczkami Sal-
monella istnieje mozliwos¢ efektywnej terapii anty-
biotykowe;j.

Podsumowanie

Standardowe podejscie do badania wykonywanego
zgodnie z norma ISO 6579 uniemozliwia wykrycie
bakterii Salmonella enterica podgatunek enterica zdol-
nych do fermentacji sacharozy. Dlatego tez w bada-
niach rutynowych wskazane jest stosowanie, oprocz
obligatoryjnej XLD, drugiej poZkai selektywno-roz-
nicujacej WykorzystuJ acej inng niz fermentacja cukrow
zasadg dziatania oraz dotaczenia agaru Kliglera na eta-
pie potwierdzajacych badan biochemicznych. Stwier-
dzone wtasciwosci $wiadcza o duzej aktywnosci bio-
chemicznej S. Anatum. Wykrycie szczepow S. Ana-
tum o cechach nietypowych dla Salmonella enterica
podgatunku enterica, a takze podobienstwo do izola-
tow uzyskanych z roznych Zrédel na przestrzeni kilku
lat stanowia przestanke do szczegdtowej analizy epi-
demiologicznej szczepow tego serowaru z zastosowa-
niem metod molekularnych.
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